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APPLICATION DU RIUJZQIE PAN? LE TRAITEMENT 
PES MALADIES MITOCHONDRIALS 

La pr6sente invention concerne une nouvelle application therapeuti- 
que du riluzole .ou les sels pharmaceutiquement acceptables de ce compose. 

5 Le riluzole ou amino-2 trifluoromethoxy-6 benzothiazole est utile 

comme medicament anticonvulsivant, anxiolytique et hypnotique (brevet EP 
50551), dans le traitement de la schizophr6nie (EP 305276), dans le traite- 
ment des troubles du somrneil et de la depression (EP 305277), dans le trai- 
tement des d6sordres cerebrovasculars et comme anesth6sique 
10 (EP 282971). 

II a maintenant ete trouve de maniere surprenante que ce compose 
peut aussi etre utilise dans le traitement des maladies mitochondriales. 

Les maladies mitochondriales sont des maladies degenGratives liees 
S differents mecanismes comme par exemple des anomalies de I'ADN 

15 mitochondrial (deletions, mutations ponctuelles, depletions, duplications), des 
anomalies de I'ADN cellulaire codant pour des enzymes mitichondriales ou 
des elements complexes macromoieculaires mitochondriaux, des causes 
acquises toxiques (MPTP, CO par exemple) ou medicamenteuses 
(chloramphenicol, AZT, acide acetylsalicylique par exemple). Parmi les 

20 maladies mitochondriales, on peut citer le syndrome de KEARNS-SAYRE, le 
syndrome MERRF (Myoclonic Epilepsy with Ragged Red Fibers), le 
syndrome MELAS (Mitochondrial Encephalopathy, Myopathy, Lactic Acidosis 
and Stroke-like episodes) et la maladie de LEBER (I. NONAKA, Current 
Opinion in Neurology and Neurosurgery, 5, 622 (1992)). 

25 L'action du riluzole dans le traitement des maladies mitochondriales 

est demontree par son effet protecteur dans le test au cyanure. II est en effet 
connu que le cyanure de potassium exerce un effet toxique par inhibition de 
la cytochrome oxidase aa3, Tenzyme terminate de la chaTne de transport 
d'eiectrons au niveau mitochondrial. Ainsi, chez la souris, le cyanure de 

30 potassium (3 mg/kg IV) induit des contractions abdominales et des attaques 
toniques suivies de la mort dans les 20 secondes. 
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Des souris males adultes de 22-25 g (CD1 COBS, Charles River) 
stabulees a temperature et eclairement contrdles recoivent nourriture et eau 
de boisson ad libitum. A des groupes de 6 animaux on donne le vehicule ou 
ie produit a etudier soit par voie intraperitoneale 30 minutes avant 
5 I'administration intraveineuse bolus d'une dose lethale (3 mg/kg) de cyanure 
de potassium, soit par voie orale 1 heure avant I'administration du cyanure 
de potassium. Dans le groupe contrdle, toutes les souris meurent en 20 
secondes alors que la DE50 du riluzole par voie IP est de 4,5 mg/kg et la 
DE50 du riluzole par voie per os est de 7,8 mg/kg. 

10 L'action du riluzole dans le traitement des maladies mitochondriales 

est egalement demontree par son effet sur le metabolisme mitochondrial du 
foie de rat. 

L'activite metabolique de la mitochondrie est suivie par la 
consommation d'oxygene par polarographie a I'aide d'une electrode de Clark 
15 (commercialisee par BIOBLOCK). Le dispositif experimental est constitue 
d'une chambre en verre, thermostatee a 27°C par un systeme d'eau chaude. 
Un barreau magnetique place dans la chambre permet I'agitation en continu 
du milieu reactionnel et facilite I'etablissement d'un equilibre entre I'oxygene 
dissous et le gaz diffusant au travers de la membrane de I'electrode. Les 
mitochondries, le substrat (succinate) et I'ADP (adenosine diphosphate) sont 
introduits dans ia chambre r6actionnelle par une petite ouverture situee dans 
la partie superieure de I'appareil. Une electrode de Clark est plongee dans le 
milieu reactionnel par un orifice hermetiquement ferme par un bouchon a vis. 
La consommation d'oxygene est tracee par un enregistreur connecte au 
moniteur type YSI model 5300 BIOLOGICAL OXYGEN MONITOR 
(commercialism par BIOBLOCK). 

Les mitochondries de foie de rat male SD sont isolees a +4°C par 
centrifugation differentielle selon la methode decrite par APPELMANS et 
coll., Biochem. J., 59, 438-445 (1955). Le culot de mitochondries est repris 
par 1 a 3 ml de tampon saccharose 0,25 M et homogeneise a la pipette. 

La consommation d'oxygene par les mitochondries (1,2 mg de 
proteines par ml) est mesur6e dans 5 ml de tampon de Chance compose de 
12 mM de NaF, 26 mM de NaCI, 58 mM de KCI, 3 mM de substrat succinate 
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pour se trouver dans T6tat m6tabolique 4 de Chance-Williams (ou 6tat 4 
d'oxydo-r6duction des mitochondries, CHANCE B., Energy liked functions of 
mitochondria, New York, Acad. Press 1963)). La temperature de 27°C 
correspond a une concentration en oxyg6ne d'environ 250 nM. L'etat 
5 m6tabolique 3 de Chance-Williams est d6clench6 par addition de 0,25 mM 
d'ad6nosine diphosphate dans des preparations temoins contenant 250 nM 
de riluzole. 

La consommation moyenne d'oxygdne par les mitochondries 
hepatiques temoins est de 1,63 nmoles/min/mg de prot6ines (3 essais). En 
10 presence de 250 nM de riluzole ajoute in vitro dans les mitochondries, la 
consommation d'oxygene est en moyenne egale a 2,12 fjmoles/min/mg de 
proteines (3 essais). Ces resultats d6montrent que le riluzole stimule la 
respiration mitochondriales d'environ 30 % par rapport aux contr6les. 

Comme sels pharmaceutiquement acceptables peuvent §tre notam- 
15 ment cites les sels d'addition avec les acides mineraux tels que chlorhydrate, 
sulfate, nitrate, phosphate ou organiques tels que acetate, propionate, succi- 
nate, oxalate, benzoate, fumarate, mal6ate, m6thanesulfonate, is6thionate, 
theophilline-acetate, salicylate, ph6nolphtalinate, m6thy- 

!6ne-bis-f3-oxynaphtoate ou des derives de substitution de ces derives. 

20 Les. medicaments sont constitues par au moins le riluzole sous forme 

libre ou sous forme d'un set d'addition avec un acide pharmaceutiquement 
acceptable, & l'etat pur ou sous forme d'une composition dans laquelle il est 
associe & tout autre produit pharmaceutiquement compatible, pouvant etre 
inerte ou physiologiquement actif. Les medicaments selon I'invention peuvent 

25 etre employes par voie orale, parenterale, rectale ou topique. 

Comme compositions solides pour administration orale, peuvent etre 
utilises des comprim6s, des pilules, des poudres (capsules de g6latine, ca- 
chets) ou des granules. Dans ces compositions, le principe actif selon I'in- 
vention est melange a un ou plusieurs diluants inertes, tels que amidon, 
30 cellulose, saccharose, lactose ou silice, sous courant d'argon. Ces composi- 
tions peuvent 6galement comprendre des substances autres que les diluants, 
par exemple un ou plusieurs lubrifiants tels que le stearate de magnesium ou 
le talc, un colorant, un enrobage (dragees) ou un vernis. 
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Comme compositions liquides pour administration orale, on peut utili- 
ser des solutions, des suspensions, des 6mulsions, des sirops et des 6lixirs 
pharmaceutiquement acceptables contenant des diluants inertes tels que 
I'eau, P6thanol, le glycerol, les huiles v6g6tales ou I'huile de paraffine. Ces 
5 compositions peuvent comprendre des substances autres que les diluants, 
par exemple des produits mouillants, 6dulcorants, 6paississants, aromati- 
sants ou stabilisants. 

Les compositions st§riles pour administration parent6rale, peuvent 
Stre de preference des solutions aqueuses ou non aqueuses, des suspen- 

10 sions ou des Emulsions. Comme solvant ou v6hicule, on peut employer I'eau, 
le propyteneglycol, un polyethyteneglycol, des huiles v6g6tales, en particulier 
Thuile d'olive, des esters organiques injectables, par exemple I'oteate d*6thyle 
ou d'autres solvants organiques convenables. Ces compositions peuvent 
6galement contenir des adjuvants, en particulier des agents mouillants, iso- 

15 tonisants, emulsifiants, dispersants et stabilisants. La sterilisation peut se 
faire de plusieurs fagons, par exemple par filtration aseptisante, en incorpo- 
rant S la composition des agents sterilisants, par irradiation ou par chauffage. 
Elles peuvent fegalement §tre prepares sous forme de compositions solides 
steriles qui peuvent etre dissoutes au moment de I'emploi dans de I'eau 

20 sterile ou tout autre milieu sterile injectable. 

Les compositions pour administration rectale sont les suppositoires 
ou les capsules rectales qui contiennent, outre le produit actif, des excipients 
tels que le beurre de cacao, des glycferides sernisynthetiques ou des poly- 
6thyleneglycols. 

25 Les compositions pour administration topique peuvent etre par 

exemple des crimes, lotions, collutoires, gouttes nasales ou aerosols. 

Les doses dependent de I'effet recherch6, de la duree du traitement 
et de la voie d'administration uttlisee ; elles sont generalement comprises 
entre 50 et 400 mg par jour par voie orale pour un adulte avec des doses 
30 unitaires allant de 25 & 200 mg de substance active. 
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D'une fagon g6n6rale, le m&decin d6terminera la posologie appro- 
pri6e en fonction de 1'age, du poids et de tous les autres facteurs propres au 
sujet & traiter. 

Les exemples suivants illustrent des medicaments selon I'invention : 
5 Exemple A 

On prepare, selon la technique habituelle, des comprim6s dos6s a 
50 mg de produit actif ayant la composition suivante : 



- Amino-2 trifluorom6thoxy-6 benzothiazole 50 mg 

-.Mannitol 64 mg 

10 - Cellulose microcristalline 50 mg 

- Polyvidone excipient 12 mg 

- Carboxym6thylamidon sodique 1 6 mg 

' Talc 4 mg 

- Stearate de magnesium 2 mg 

15 - Silice colloidale anhydre 2 mg 

- Melange de mSthylhydroxypropylcellulose, 



polyethyteneglycol 6000, dioxyde de titane (72-3,5-24,5) 
q.s.p. 1 comprime pellicula termin6 & 245 mg 

Exemple B 

On prepare, selon la technique habituelle, des g6lules dosees a 
50 mg de produit actif ayant la composition suivante : 



• Amino-2 trifluorom6thoxy-6 benzothiazole 50 mg 

-Cellulose 18 mg 

- Lactose 55 mg 

25 - Silice colloidale 1 m g 

- Carboxymethylamidon sodique.. 10 mg 

- Talc 10 mg 

- Stearate de magnesium 1 m g 



Exemple C 
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On prepare une solution injectable contenant 10 mg de produit actif 
ayant la composition suivante : 



- Amino-2 trif luorom6thoxy-6 benzothiazole 1 0 mg 

- Acide benzoTque 80 mg 

5 - Alcool benzylique 0,06 cm3 

- Benzoate de sodium 80 mg 

-Ethanola95% 0,4 cm3 

- Hydroxyde de sodium 24 mg 

- Propylene glycol 1 ,6 cm3 

10 - Eau q.s.p. 4cm3 



L'invention concerne 6galement le proc6d£ de preparation de medica- 
ments utiles dans le traitement des maladies mitochondriales consistant a 
melanger le riluzole ou les sets pharmaceutiquement acceptables de ce 
compost avec un ou plusieurs diluants et/ou adjuvants compatibles et phar- 
1 5 maceutiquement acceptables. 
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PEVENDIQATIQNS 

1 - Application du riluzole ou les sels pharmaceutiquement acceptables de ce 
compost & la preparation de medicaments destines au traitement des mala- 
dies mitochondriales. 

5 2 - Application selon la revindication 1 pour le traitement du syndrome de 
KEARNS-SAYRE, le syndrome MERRF, le syndrome MELAS et la maladie 
de LEBER. 

3 - Application selon Tune des revendications 1 et 2 pour obtenir un medica- 
ment comprenant 25 & 200 mg de riluzole. 

10 4 - Procede de preparation d'un medicament utile pour le traitement des ma- 
ladies mitochondriales caracterisfe en ce que Ton melange le riluzole ou les 
sels pharmaceutiquement acceptables de ce compose avec un ou plusieurs 
diluants et/ou adjuvants compatibles et pharmaceutiquement acceptables. 
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utilUes) d0im4CS * lectroni< » ue conndtte au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si eel a est realisable, termes de recherche 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 



Identification des documents cites, avec, 1c cas echcant, 1'indication des 



passages pertinents 



no. des revendi cations visees 



EP,A,0 374 041 (RHONE-POULENC SANTE) 20 
Juin 1990 

voir le document en entier 

EP,A,0 282 971 (WARNER-LAMBERT COMP.) 21 

Septembre 1988 

cite dans la demande 

voir le document en entier 

EUR. NEUROPSYCHOPHARMACOL. (NETHERLANDS), 
1993, VOL. 3, NO. 3, PAGE(S) 184-185, 
Meldrum B.S. •Anti-excitatory amino acid 
approach in the treatment of 
neurodegenerative disorders 1 
voir le document en entier 

-/-- 



4 

1-3 
4 

1-3 
4 

1-3 



| X J Vo >r la suite du cadre C pour la fin de la listc des 
* Categories spectalcs de documents cites: 



|X I Lcs documents de families de brevets sont indiques en annexe 



puttie a la date de depot international 



*A' document definissant I'etat general dc la technique, non 

consider* comme particulieremcnt pertinent 
*E* document anterieur, i 
ou apres cette date 

V document pouvant jeter un doute sur une revendi cation de 
priorite ou cite pour determiner la date dc publication d'une 
autre citation ou pour une raison sped ale (telle qu'indiquec) 

O* document sc referant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autre s moyens 

"P" document public avant la date de depot international, mais 
posteneurement a la date de priori tt revendiquee 



*T document ulterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour compremlr e le principe 
ou la theorie constituant la base dc l'invention 

*X* document particulieremcnt pertinent; l'invention revendiquee ne peut 
ttre conaderee comme nouvelle ou comme imp u quant une activite 
inventive par rapport au document considcre isolement 

*Y* document particulieremcnt pertinent; l'invention revendiquee 
ne peut Ctre considcre e comme imp Li quant une activite inventive 
lorsque le document est assode a un ou plusicurs autrcs 
documents de meme nature, cette combinaison ctant evidente 
pour une personne du metier 
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RAPPORT DE 



j^piER 



CHE INTERNATIONALE 



Dem ^|baationale No 

PCT/Wta/00023 



C(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Cattgorie • Identification des documents cites, avec. 1c cas echeant, 1'indication des passages pertinents 



no. des revendi cations vista 



Y 
X 
Y 

P,Y 
P,Y 



EUR. J. PHARMACOL., 
vol.250, no. 3, 1993 
pages 473 - 476 

D. MARTIN ET AL. 'The neuroprotective 
agent riluzole Inhibits release of 
glutamate and aspartate from slices of 
hippocampal area CA1 1 
voir le document en entier 

EP.A.O 558 861 (RHONE-POULENC RORER SA) 8 

Septembre 1993 

voir le document en entier 

WO, A, 94 06428 (THE CHILDREN'S MEDICAL 
CENTER CORPORATION) 31 Mars 1994 
voir le document en entier 

WO, A, 94 05275 (THE CHILDREN'S MEDICAL 
CENTER CORPORATION) 17 Mars 1994 
voir le document en entier 

CURRENT OPINION IN NEUROLOGY & 
NEUROSURGERY, 
vol.5, no. 5, 1992 
pages 622 - 632 

I. NONAKA 'Mitochondrial diseases' 

cite dans la demande 

voir le document en entier 

NEUROLOGY, 

vol.43, no. 12, 1993 

pages 2484 - 2490 

P.M. MATTHEWS 'Proton MR spectroscopic 
characterization of differences in 
regional brain metabolic abnormalities in 
ml tochondri al encepha 1 omyopathi es ' 
voir le document en entier 



1-3 
4 

1-3 
1-3 

1-3 

1-3 
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Formiilaire PCT/ISA/31 0 (tulle «te U deuxieme feuilte) (juUlet 1992) 
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RAPPORT DE 



^^RhERCHE INTERNATIONALE PCI^Tl 



iter national n* 

PCT/FR95/ 00023 



Cadre I Observations - lorsqu'O a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire 1'obiet d'une recherche 
(suite du point I de la premiere feuille) 



Conformement a 1'article 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait l'objet d'une recherche pour Ies motifs suivants: 

1. 1 [ Leg revendications n °* 

se rapportent a un objet a I'egard duquel 1 'administration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoin 



X Les revendications n ot 1,3,4 

se rapportent k des parties de la demande Internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu une recherche significative puisse etre effectuee, en particulier: 

L'expresslon "maladies mltochondrlales" ne fait pas tout a fait clalr quell 
es maladies sont entendues. La recherche a ete Umltee aux composes mention 
nes specif Iquement dans les revendications et a l'1dee Inventive generale. 

1 1 Les revendications n M 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6<4.a). 



Cadre II Observations - iorsqu'il y a absence cKunite de invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande international^ a savoir: 



! ' EZI p omme toutes les taxes additionnelles ont etc payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
Internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire l'objet d'une recherche. 



□ 



Comme toutes ies recherches portant sur les revendications qui s'y prStaient ont pu €tre effectuees sans effort particulier 
justifiant une taxe additionnelle, l'administration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 
rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 
les revendications tP*: 



LJ ^ UCUI l e f^ 11011116116 demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 

de recherche internationale ne porte que sur 1'invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 

couvertes par les revendications n°*: 



Remarque quant a la reserve |J^J Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposant 

| | Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorti d'aucune reserve. 



Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la premiere feuille (1)) (Juillet 1992) 



RAPPORT DE 



# 



HERCHE INTERNATIONALE 



I Dcnv. ^/^mati 



onalc No 

5/00023 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Date de 
publication 



Membre(s) de la 


J Date de 


famille de brevets) 


1 m I nit mtinn 

I pUDUMUlUD 


FR-A- 


2640624 


22-06-90 


FR-A- 


2649705 


18-01-91 


CA-A- 


2005592 


15-06-90 


DK-B- 


169383 


17-10-94 


ES-T- 


2043070 


16-12-93 


FI-B- 


93108 


15-11-94 


JP-A- 


2223571 


05-09-90 


US-A- 


5236940 


17-08-93 



EP-A-0374041 



20-06-90 



EP-A-0282971 21-09-88 



US-A- 


4826860 


02-05-89 


AT-T- 


116134 


15-01-95 


DE-D- 


3852555 


09-02-95 


ES-T- 


2065895 


01-03-95 


JP-A- 


63313729 


21-12-88 


US-A- 


4918090 


17-04-90 



EP-A-0558861 08-09-93 



FR-A- 


2688138 


10-09- 


-93 


CA-A- 


2117466 


16-09- 


-93 


CZ-A- 


9402120 


15-12- 


-94 


EP-A- 


0627919 


14-12- 


-94 


W0-A- 


9317683 


16-09- 


-93 


N0-A- 


943256 


02-09- 


-94 



WO-A-9406428 


31-03-94 


US-A- 
AU-B- 


5234956 
5348194 


10-08-93 
12-04-94 


WO-A-9405275 


17-03-94 


US-A- 
AU-B- 


5334618 
4847693 


02-08-94 
29-03-94 



Foimultin PCT/1S A/210 (annexe families de brevets) (juillet 1992) 



